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1UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL
DAUN SIRSAK (Annona muricata L.) TERHADAP
Salmonella typhi SECARA IN VITRO
Resti Puteri Apriyuslim1; Sri Wahdaningsih2; Iit Fitrianingrum3
Intisari
Latar Belakang: Demam tifoid merupakan infeksi sistemik yang
disebabkan oleh Salmonella typhi. Masalah tifoid di Indonesia disebabkan
oleh faktor kebersihan, resistensi antibiotik, dan belum adanya vaksin
yang efektif. Tanaman sirsak (Annona muricata L.) telah digunakan secara
turun temurun oleh sebagian masyarakat Indonesia untuk mengobati
penyakit. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
antibakteri ekstrak etanol daun sirsak terhadap Salmonella typhi,
menentukan kandungan senyawa metabolit sekunder, menentukan
konsentrasi efektif, dan konsentrasi hambat minimum (KHM) dari ekstrak
etanol daun sirsak dalam menghambat pertumbuhan Salmonella typhi.
Metodologi: Daun sirsak diekstraksi secara maserasi menggunakan
pelarut etanol 70%. Ekstrak yang diperoleh kemudian dilakukan skrining
fitokimia. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram
Kirby-Bauer. Penelitian ini menggunakan 6 konsentrasi yaitu 500 mg/mL,
600 mg/mL, 700 mg/mL, 800 mg/mL, 900 mg/mL, 1000 mg/mL. Kontrol
positif menggunakan siprofloksasin 5 μg/disk sedangkan kontrol negatif
menggunakan DMSO 10%. Hasil: Berdasarkan skrining fitokimia, ekstrak
etanol daun sirsak mengandung senyawa alkaloid, fenol, flavonoid,
saponin, tanin, dan triterpenoid. Ekstrak etanol daun sirsak tidak dapat
menghambat pertumbuhan Salmonella typhi. Kesimpulan: Ekstrak etanol
daun sirsak tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap Salmonella typhi.
Kata Kunci: Antibakteri, Ekstrak etanol daun sirsak, Salmonella typhi
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2IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY DETERMINATION OF ETHANOL
EXTRACTS OF SOURSOP LEAVES (Annona muricata L.)
AGAINST Salmonella typhi
Resti Puteri Apriyuslim1; Sri Wahdaningsih2; Iit Fitrianingrum3
Abstract
Background: Typhoid fever is a systemic infection caused by Salmonella
typhi. In Indonesia, typhoid problem were caused by hygiene, antibiotic
resistance, and ineffective vaccination factors. Soursop (Annona muricata
L.) has been used by most of Indonesian people to treat many diseases.
Objective: The aim of this study was to investigate the antibacterial
activity of ethanol extracts of soursop leaves against Salmonella typhi,
determined the secondary metabolite compounds, determined the
effective concentration, and the minimum inhibitory concentration (MIC) of
ethanol extracts of soursop leaves to inhibit the growth of Salmonella
typhi. Method: Soursop leaves was extracted by maceration method using
70% ethanol. Chemical compounds of this extract were determined by
phytochemical screening. Antibacterial activity test was determined by
Kirby-Bauer Disc Diffusion method. This study used various concentration
consist of 500 mg/mL, 600 mg/mL, 700 mg/mL, 800 mg/mL, 900 mg/mL,
and 1000 mg/mL. Ciprofloxacin 5 µg/disk was used as positive control
while negative control used DMSO 10%. Result: Based on phytochemical
screening, ethanol extracts of soursop leaves contained alkaloids,
phenols, flavonoids, saponins, tannins, and triterpenoids. Ethanol extracts
of soursop leaves didn’t showed antibacterial activity against the growth of
Salmonella typhi. Conclusion: Ethanol extracts of soursop leaves didn’t
has antibacterial activity against Salmonella typhi.
Keywords: Antibacterial, Ethanol extracts of soursop leaves, Salmonella
typhi
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3LATAR BELAKANG
Salmonella termasuk dalam famili Enterobacteriaceae, merupakan bakteri
patogen bagi manusia dan hewan. Demam tifoid merupakan infeksi
sistemik yang disebabkan oleh Salmonella enterica serovar typhi
(Salmonella typhi).1 Menurut World Health Organization (WHO)
diperkirakan terjadi 17 juta kasus demam tifoid per tahun dan 600 ribu
diantaranya berakhir dengan kematian. Sekitar 70% dari seluruh kasus
kematian itu menimpa penderita demam tifoid di Asia. Center for Disease
Control and Prevention (CDC) Indonesia melaporkan prevalensi demam
tifoid mencapai 358-810/100.000 populasi pada tahun 2007 dengan 64%
penyakit ditemukan pada usia 3-19 tahun dan angka mortalitasnya
bervariasi antara 3,1-10,4% pada pasien rawat inap.2 Berdasarkan Profil
Kesehatan Indonesia tahun 2011, demam tifoid atau paratifoid menempati
urutan ke-3 dari 10 penyakit terbanyak pasien rawat inap di rumah sakit
tahun 2010 yaitu sebanyak 41.081 kasus, yang meninggal 274 orang
dengan Case Fatality Rate sebesar 0,67%.3 Prevalensi demam tifoid klinis
di Kalimantan Barat yaitu 1,48%.4 Masalah tifoid di Indonesia disebabkan
antara lain karena faktor kebersihan, maupun masalah klinis seperti
koinfeksi dengan penyakit lain, resistensi antibiotika, serta belum adanya
vaksin yang efektif.5 Masalah terkait efek samping obat demam tifoid juga
telah dilaporkan.6,7
Secara turun temurun sirsak telah digunakan oleh sebagian masyarakat
Indonesia untuk mengobati penyakit. Penggunaan di masyarakat secara
turun temurun dengan cara dimakan secara langsung atau diminum air
rebusannya, baik daun yang masih segar maupun yang sudah dikeringkan
terlebih dahulu.8
Daun sirsak mengandung saponin, tanin, alkaloid, dan flavonoid, yang
mana senyawa ini dapat berfungsi sebagai desinfektan-antiseptik. Hasil
penelitian sebelumnya menunjukkan infusa daun sirsak mempunyai
aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan
4Escherichia coli ATCC 35218.9 Sari daun sirsak dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli.10 Perasan daun sirsak mempunyai
daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli.11 Ekstrak air
dan metanol daun sirsak memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella
pneumonia, Enterobacter aerogenes, dan Bacillus subtilis.12
Aktivitas antibakteri yang terdapat pada daun sirsak menjadi dasar
dilakukannya penelitian untuk mencari aktivitas antibakteri dari ekstrak
etanol daun sirsak (Annona muricata L.) terhadap Salmonella typhi secara
in vitro menggunakan metode difusi cakram Kirby-Bauer. Etanol umumnya
baik untuk melarutkan senyawa aktif yang diduga berkhasiat sebagai
antimikroba seperti alkaloid, flavanoid, tanin, dan saponin.13 Penggunaan
etanol 70% dikarenakan etanol 70% polaritasnya sangat tinggi dibanding
dengan etanol murni. Penambahan air 30% dapat meningkatkan polaritas
etanol sehingga lebih mudah berpenetrasi ke dalam membran sel untuk
menyari bahan ekstraseluler dari kandungan tanaman.14
METODE
Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan mulai bulan Maret 2014 sampai Februari 2015.
Sampel daun sirsak diperoleh dari perkebunan daerah Rasau Jaya,
Kabupaten Kubu Raya, Kalimantan Barat. Proses ekstraksi dilakukan di
Laboratorium Teknologi Kayu Fakultas Kehutanan, Universitas
Tanjungpura Pontianak. Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Universitas Tanjungpura Pontianak.
Alat Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain alat-alat gelas, oven,
blender, bejana maserasi, lemari pendingin, vacuum rotary evaporator,
water bath, desikator, timbangan analitik, inkubator, Biological Safety
5Cabinet (BSC), autoclave, Hot Plate, shaker, vortex, spektrofotometri,
prevorator, jarum ose, pembakar Bunsen, mikroskop, penjepit dan rak
tabung reaksi, pinset, jangka sorong digital, tip, dan mikropipet.
Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain daun sirsak, etanol
70%, DMSO 10%, siprofloksasin 5 μg/disk, alumunium foil, kertas saring,
kertas cakram steril, kertas sampul coklat, kapas, plastik tahan panas,
antiseptik, spiritus, pereaksi Mayer, pereaksi Dragendorff, pereaksi
Wagner, pereaksi Molisch, kalium iodida (KI), seng (Zn), magnesium (Mg),
asam klorida (HCl) pekat, besi (III) klorida (FeCl3) 1%, gelatin 2%, asam
asetat (CH3COOH) glasial, H2SO4 pekat, amoniak (NH3), kloroform
(CH3Cl), karbol kristal ungu, etanol 96%, iodin, safranin, akuades, media
Nutrient Agar (NA), media Mueller-Hinton agar (MHA), media agar
Salmonella Shigella (SS), media Triple Sugar Iron Agar (TSIA), media
Simmons Citrate Agar (SCA), media MIO (Motility-Indole-Ornithine), media
Urease, media Glukosa Of (Hugh Leifson), indikator glukosa, maltosa,
laktosa, standar Mc. Farland no. 0,5, dan larutan natrium klorida (NaCl)
0,9%.
Bakteri Uji
Bakteri uji yang digunakan pada penelitian ini adalah kultur murni
Salmonella typhi yang diperoleh dari koleksi Balai Laboratorium
Kesehatan (BLK), Yogyakarta.
Rancangan Percobaan
Metode yang digunakan dalam penelitian adalah metode eksperimen
dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Konsentrasi ekstrak etanol
daun sirsak yang digunakan yaitu 500 mg/mL, 600 mg/mL, 700 mg/mL,
800 mg/mL, 900 mg/mL, and 1000 mg/mL. Kontrol positif yang digunakan
adalah antibiotik siprofloksasin 5 μg/disk dan kontrol negatif DMSO 10%.
6Prosedur Kerja
Pengolahan Sampel
Daun sirsak yang telah dikumpulkan, disortasi basah, kemudian dicuci
menggunakan air mengalir hingga bersih, dirajang, dikeringanginkan
kemudian di oven pada suhu 50o C selama 24 jam. Selanjutnya simplisia
disortasi kering, dihaluskan menggunakan blender hingga diperoleh
serbuk simplisia daun sirsak, dilakukan pengepakan dan penyimpanan.
Ekstraksi
Sebanyak 500 gram serbuk simplisia daun sirsak dimasukkan kedalam
bejana maserasi kemudian dilakukan maserasi dengan menggunakan
pelarut etanol 70% sampai serbuk simplisia terendam semua. Kemudian
ditutup dan didiamkan sambil sesekali diaduk. Proses maserasi dilakukan
dengan mengganti pelarut tiap 1x24 jam selama tiga hari. Hasil maserasi
dikumpulkan dan disaring. Filtratnya kemudian diuapkan menggunakan
rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak etanol daun sirsak.
Pengentalan ekstrak dilanjutkan menggunakan water bath. Ekstrak
kemudian disimpan dalam wadah kaca yang dilapisi aluminium foil.
Skrining Fitokimia
Pemeriksaan Alkaloid
Ekstrak sampel masing-masing sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam
tabung reaksi kemudian dicampur dengan 5 ml kloroform dan 5 ml
amoniak kemudian dipanaskan, dikocok dan disaring. Ditambahkan 5
tetes asam sulfat pada masing-masing filtrat, kemudian kocok dan
didiamkan. Bagian atas dari masing-masing filtrat diambil dan diuji dengan
pereaksi Mayer, Wagner dan Dragendroff. Terbentuknya endapan putih
pada pereaksi Mayer, endapan cokelat pada pereaksi Wagner, dan
endapan orange atau jingga pada pereaksi Dragendroff menunjukkan
adanya alkaloid.15,16,17
7Pemeriksaan Fenol
Ekstrak sampel sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan beberapa tetes air panas dan beberapa tetes pereaksi FeCl3
1%. Jika warna larutan berubah menjadi warna hijau, merah, ungu, biru,
atau hitam yang kuat menunjukkan adanya senyawa fenol.16
Pemeriksaan Flavonoid
Ekstrak Sampel dicampur dengan 5 ml etanol, dikocok, dipanaskan, dan
dikocok lagi kemudian disaring. Kemudian ditambahkan Mg 0,2 g dan 3
tetes HCl pada masing-masing filtrat. Jika terjadi perubahan warna
menjadi jingga sampai merah ungu menunjukkan adanya favonoid. Jika
warna kuning jingga menunjukkan adanya flavon, kalkon dan auron.16,18
Pemeriksaan Tanin
Ekstrak sampel masing-masing sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam
tabung reaksi 1 dan 2. Kemudian ditambahkan 2-3 tetes FeCl3 1% pada
tabung 1. Hasil positif ditandai dengan dengan terbentuknya warna biru
kehitaman untuk golongan tanin hidrolisis atau hijau kehitaman untuk
golongan tanin kondensasi. Sampel pada tabung 2 ditambahkan beberapa
tetes larutan gelatin 2%. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya
endapan putih.17,18,19,20
Pemeriksaan Saponin
Larutan ekstrak sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan 10 mL akuades dan dikocok kuat selama 10 menit. Hasil
dinyatakan positif apabila buih yang terbentuk stabil selama tidak kurang
dari 10 menit, setinggi 1 cm sampai 10 cm. Pada penambahan 1 tetes
HCL 2N, busa tidak hilang.18,21
Pemeriksaan Steroida dan Triterpenoid (Uji Liebermann-Burchard)
Ekstrak sampel sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan dengan 1 mL CH3COOH glasial dan 1 mL larutan H2SO4
8pekat. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya cincin berwarna
hijau-biru untuk golongan steroid dan cincin merah-coklat untuk golongan
triterpenoid.16,22
Pemeriksaan Glikosida
Ekstrak sampel sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan 2 ml air dan 5 tetes Molisch, kemudian ditambahkan dengan
hati-hati 2 ml asam sulfat pekat melalui dinding tabung, terbentuknya
cincin ungu pada batas kedua cairan menunjukkan adanya gula, dengan
demikian menunjukkan adanya glikosida.18
Pembuatan Variasi Konsentrasi Ekstak Etanol Daun Sirsak
Ekstrak etanol daun sirsak dibuat dengan variasi konsentrasi 500 mg/mL,
600 mg/mL, 700 mg/mL, 800 mg/mL, 900 mg/mL, dan 1000 mg/mL.
Konsentrasi dibuat dengan membuat larutan stok terlebih dahulu. Larutan
stok dibuat dengan konsentrasi 1000 mg/mL yaitu dengan melarutkan 25
gram ekstrak ke dalam 25 mL DMSO 10%. Pembuatan variasi konsentrasi
ekstrak etanol daun sirsak dihitung dengan rumus berikut:11
Keterangan:
V1 =Volume ekstrak etanol daun sirsak yang akan diambil untuk
diencerkan.
V2 =Volume ekstrak etanol daun sirsak yang akan dibuat.
N1 =Konsentrasi ekstrak etanol  daun sirsak yang akan diencerkan.
N2 =Konsentrasi ekstrak etanol daun sirsak yang akan dibuat.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi Serbuk Simplisia Daun Sirsak
Hasil pemekatan diperoleh ekstrak kental berwarna cokelat kehitaman
dengan bau yang khas sebanyak 128,649 gram. Hasil pengujian susut
pengeringan diperoleh kadar air rata-rata ekstrak etanol daun sirsak
V1 x N1 = V2 x N2
9sebesar 25,872% yang diperoleh dari tiga kali pengulangan. Rendemen
ekstrak kental daun sirsak yang didapat adalah 25,7298 %.
Skrining Fitokimia
Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Sirsak
No Pemeriksaan Pereaksi Hasil Keterangan
1. Alkaloid Mayer - Tidak terbentuk endapan
putih
Dragendroff + Terbentuk endapan
orange
Wagner + Terbentuk endapan
cokelat
2. Fenol Air panas,
FeCl3 1%
+ Terbentuk warna hijau
kehitaman
3. Flavonoid HCl, Mg + Terbentuk warna
kuning jingga
4. Saponin Akuades
HCl 2N
+ Terbentuk busa yang
stabil setinggi ± 2 cm
5. Tanin FeCl3 1%
Gelatin 2%
+
+
Terbentuk warna hijau
kehitaman
Terbentuk endapan
6. Steroid/
Triterpenoid
CH3COOH
glasial,
H2SO4 pekat
+ Terbentuk cincin
berwarna merah
(Triterpenoid)
7. Glikosida Akuades,
Molish,
H2SO4 pekat
- Tidak terbentuk cincin
berwarna ungu
Sumber : Data Primer, 2014
Keterangan: + = Positif, ada kandungan senyawa
- = Negatif, tidak ada kandungan senyawa
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Identifikasi Bakteri Uji
Tabel 2. Hasil Identifikasi Bakteri Uji
No Metode Uji Hasil Karakterisasi
1. PewarnaanGram
Bakteri berbentuk batang dan
berwarna merah
Bakteri Gram
negatif
2. Kultur padamedia SSA
Koloni bakteri jernih, kecil,
berkeping dan berbentuk bulat
serta pada beberapa bagian
koloni tampak bulatan hitam di
tengah koloni
Bakteri
golongan
Samonella
3. Uji TSIA
Lereng alkalis (merah), dasar
asam (kuning) atau K/A,
H2S(+), Gas(-)
Salmonella
typhi
4. Uji gula-gula
Fermentasi Glukosa (+)
Fermentasi Maltosa (+)
Fermentasi Laktosa (-)
Salmonella
typhi
5. Uji MIO
Motil, aktivitas Indol negatif,
dan tidak dapat
mendekarboksilasi Ornitin
Salmonella
typhi
6. Uji SCA Aktivitas Simmons citratenegatif
Salmonella
typhi
7. Uji urease Aktivitas urease negatif Salmonellatyphi
8. Uji fermentatif-oksidatif Fermentatif
Salmonella
typhi
Sumber : Data Primer, 2014
Gambar 1. (A). Hasil pewarnaan Gram Salmonella typhi (Perbesaran 100x),
(B). Hasil identifikasi Salmonella typhi pada media SSA (Data Primer, 2014)
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Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Disc Diffusion Kirby-Bauer
Uji aktivitas antibakteri dalam penelitian ini menggunakan kontrol negatif
(DMSO 10%), kontrol positif (siprofloksasin 5 μg/disk), dan variasi
konsentrasi larutan uji. Kontrol positif siprofloksasin memberikan hasil
daerah hambat sebesar 33,47 mm. Hal ini menunjukkan bahwa
siprofloksasin masih sensitif terhadap Salmonella typhi. Hasil pengukuran
diinterpretasikan berdasarkan tabel interpretasi zona hambat antibiotik.
Siprofloksasin dengan potensi 5 μg/disk dikatakan resisten apabila zona
hambat yang dihasilkan ≤ 20 mm; intermediet apabila 21-30 mm; dan
sensitif apabila ≥ 31 mm.23 DMSO 10% sebagai kontrol negatif tidak
memiliki aktivitas antibakteri yang ditunjukkan dengan tidak adanya zona
hambat. Hal ini menunjukkan bahwa DMSO merupakan pelarut ekstrak
yang baik karena dapat melarutkan ekstrak tanpa memberikan pengaruh
dalam aktivitas penghambatan bakteri uji. Hasil pengamatan terhadap
aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun sirsak dengan variasi konsentrasi
500 mg/mL, 600 mg/mL, 700 mg/mL, 800 mg/mL, 900 mg/mL, dan 1000
mg/mL terhadap Salmonella typhi setelah diinkubasi pada suhu 37o C
selama 24 jam dengan 3 kali pengulangan menunjukkan tidak adanya
zona hambat atau zona bening yang terbentuk disekitar kertas cakram.
Berikut gambar hasil pengujian aktivitas antibakteri dari variasi konsentrasi
ekstrak etanol daun sirsak:
Gambar 2. Hasil pengamatan 1×24 jam ekstrak etanol daun sirsak dengan
konsentrasi (A). 500 mg/mL, 600 mg/mL, 700 mg/mL, 800 mg/mL; (B). 900
mg/mL, 1000 mg/mL, dan kontrol negatif DMSO 10% (Data Primer, 2014)
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Tabel 3. Hasil Uji aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Sirsak
Sumber : Data Primer, 2014
Keterangan : 0 = tidak ada zona hambat
Ekstrak etanol daun sirsak tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Salmonella typhi diduga dipengaruhi oleh beberapa faktor meliputi
konsentrasi ekstrak, kadar senyawa metabolit sekunder terlarut,
karakteristik dan sifat virulensi bakteri yang dihambat. Pelarut etanol yang
digunakan dalam proses ekstraksi merupakan pelarut umum yang bersifat
semipolar, dapat melarutkan senyawa polar maupun senyawa nonpolar.
Hasil skrining fitokimia didapatkan bahwa ekstrak etanol daun sirsak
mengandung senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid, fenol,
flavanoid, saponin, tanin, dan triterpenoid. Konsentrasi senyawa
antibakteri dapat mempengaruhi hasil pengujian aktivitas antibakteri, di
mana semakin besar kadar bahan aktif yang berfungsi sebagai antibakteri
maka kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri uji juga
semakin besar.24,25 Metode yang digunakan untuk menguji kandungan
senyawa metabolit sekunder pada penelitian ini bersifat kualitatif, artinya
hanya mendeteksi ada atau tidaknya kandungan senyawa metabolit
sekunder, sehingga kadar masing-masing senyawa metabolit sekunder
yang terkandung dalam daun sirsak tidak dapat diketahui. Perbedaan
kandungan senyawa metabolit sekunder juga dapat terjadi dikarenakan
No Konsentrasi(mg/mL)
Diameter zona hambat (mm) Rata-rata
(mm)Pengulangan
I II III
1. 500 0 0 0 0
2. 600 0 0 0 0
3. 700 0 0 0 0
4. 800 0 0 0 0
5. 900 0 0 0 0
6. 1000 0 0 0 0
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perbedaan lingkungan tempat tumbuh tanaman, genetik, metode
budidaya, waktu pengumpulan, serta pengolahan pasca panen. Senyawa
metabolit sekunder dalam suatu tumbuhan dapat bervariasi karena kondisi
lingkungannya, jenis varietas, kondisi fisiologis (tua atau muda) dan juga
sifat kimianya.
Alkaloid memiliki aktivitas antibakteri dengan cara merusak dinding sel
melalui komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri.26,27
Salmonella typhi merupakan bakteri Gram negatif, memiliki dinding sel
dengan lapisan peptidoglikan yang lebih tipis, namun untuk dapat
merusak lapisan peptidoglikan tersebut, senyawa alkaloid harus mampu
menembus membran luar bakteri. Membran luar bakteri Salmonella typhi
mengandung lipopolisakarida yang terdiri atas lipid A yang impermeabel
terhadap senyawa eksogen. More et al. (2012) melaporkan bahwa fraksi
alkaloid terisolasi tidak dapat melawan bakteri Gram negatif. Hal ini
disebabkan karena membran luar bakteri Gram negatif memiliki barrier
penetrasi berbagai molekul antibakteri dan ruang periplasma mengandung
enzim yang mampu mendegradasi molekul eksogen.28
Flavonoid merupakan senyawa fenol, turunan fenol bekerja dengan cara
denaturasi dan koagulasi protein sel bakteri.9 Flavonoid menginduksi
kebocoran membran,  membuat membran lebih permeabel sehingga
terjadi lisis dan gangguan keseimbangan elektrokimia yang penting bagi
kehidupan sel.29,30 Toksisitas senyawa fenol terhadap bakteri tergantung
pada jumlah gugus hidroksil dan konsentrasi yang diberikan. Pada kadar
yang tinggi, fenol mampu menyebabkan koagulasi protein dan melisiskan
sel, sedangkan pada kadar rendah terbentuk kompleks protein-fenol
dengan ikatan yang lemah dan segera mengalami peruraian sehingga
efek antibakterinya menjadi lemah.9,24 Flavonoid memiliki aktivitas
penghambatan yang lebih baik terhadap bakteri Gram positif dibandingkan
bakteri Gram negatif dikarenakan senyawa flavonoid lebih mudah
menembus dinding sel bakteri Gram positif dengan lapisan peptidoglikan
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yang bersifat polar dibandingkan dinding sel bakteri Gram negatif dengan
kandungan lipid tinggi yang bersifat nonpolar.31,32 Diduga flavonoid dan
fenol yang terkandung dalam ekstrak daun sirsak tidak adekuat dalam
menghambat pertumbuhan Salmonella typhi yang merupakan bakteri
Gram negatif dan konsentrasi fenol yang terkandung dalam ekstrak belum
mampu mengganggu stabilitas membran sel Salmonella typhi sehingga
tidak dapat menghambat bakteri secara optimal.
Tanin memiliki aktivitas antibakteri dengan cara mempresipitasi protein,
inaktivasi enzim, dan destruksi atau inaktivasi materi genetik.33 Semakin
tinggi konsentrasi tanin yang diberikan, maka semakin baik aktivitas
antibakterinya. Tanin dengan berat molekul rendah memiliki aktivitas lebih
baik daripada tanin dengan berat molekul yang lebih besar.34,35 Tanin
diklasifikasikan ke dalam tanin kondensasi dan tanin hidrolisis. Hasil
pengujian menunjukkan tanin yang terkandung dalam ekstrak etanol daun
sirsak merupakan tanin kondensasi. Lim et al. (2006) melaporkan bahwa
hanya tanin hidrolisis yang menunjukkan aktivitas antibakteri. Tanin
hidrolisis ditemukan memiliki aktivitas antibakteri jauh lebih baik
dibandingkan tanin kondensasi atau campuran dari keduanya.36
Saponin meningkatkan permeabilitas membran sel bakteri sehingga dapat
mengubah struktur dan fungsi membran, menyebabkan denaturasi protein
sehingga membran sel akan rusak dan lisis. Mekanisme ini tergantung
pada konsentrasi saponin yang diberikan dan jumlah gugus gula pada
aglikon. Saponin dengan konsentrasi tinggi mampu melisiskan membran
sel, sementara konsentrasi rendah hanya mampu berinteraksi dengan
membran sel tetapi tidak sampai melisiskan sel. Jenis rantai aglikon,
jumlah, posisi dan struktur kimia dari gugus gulanya merupakan faktor
yang mempengaruhi aktivitas antibakteri saponin. Semakin banyak gugus
gulanya, maka semakin lemah efek antibakterinya.33,37
Terpenoid bersifat lipofilik memiliki aktivitas antibakteri dengan cara
merusak membran sel bakteri. Senyawa ini akan bereaksi dengan sisi
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aktif membran, melarutkan konstituen lipid dan meningkatkan
permeabilitasnya.38,39 Sejauh ini senyawa terpenoid yang paling aktif
adalah golongan monoterpenoid yaitu carvacrol dan thymol.40 Aktivitas
antibakteri terpenoid juga tergantung pada jumlah senyawa yang di
hasilkan. Pada konsentrasi rendah, terpenoid hanya mempengaruhi enzim
yang terlibat dalam produksi energi sedangkan pada konsentrasi tinggi
terpenoid dapat melisiskan membran.39
Ketahanan suatu bakteri terhadap senyawa antibakteri berkaitan erat
dengan struktur dinding selnya. Senyawa aktif yang berasal dari tanaman
sering menunjukkan aktivitas yang lebih baik terhadap bakteri Gram positif
tetapi tidak terhadap bakteri Gram negatif.37 Bakteri Gram negatif memiliki
barrier permeabilitas efektif yang kemungkinan besar menyebabkan
aktivitas antibakteri senyawa aktif dari ekstrak etanol daun sirsak menjadi
tidak efektif. Salmonella typhi merupakan bakteri Gram negatif. Lapisan
membran luar dinding sel bakteri Salmonella typhi mengandung
lipoprotein, fosfolipid, dan lipopolisakarida. Lapisan dalam adalah berupa
lapisan peptidoglikan yang tipis dengan kandungan lipid tinggi (11-22%).
Lipid ini bersifat impermeabel dan berfungsi mencegah masuknya bahan
kimia dari luar.29 Adanya sistem seleksi terhadap zat-zat asing pada
lapisan lipopolisakarida menyebabkan senyawa antibakteri sulit masuk ke
dalam sel dan menemukan sasaran untuk bekerja.
Permeabilitas membran luar dinding sel bakteri Gram negatif ditentukan
oleh adanya protein tertentu yang disebut porin. Porin memungkinkan
difusi pasif komponen hidrofilik dengan berat molekul rendah seperti gula,
asam amino, dan beberapa jenis ion, namun impermeabel terhadap
molekul berukuran besar. Molekul antibakteri berukuran besar relatif
lambat saat menembus membran luar yang menyebabkan bakteri Gram
negatif relatif lebih resisten terhadap senyawa antibakteri.29,41
Faktor virulensi bakteri juga dapat mempengaruhi hasil pengujian aktivitas
antibakteri. Faktor virulensi bakteri menggambarkan kekuatan suatu strain
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dalam pertahanan terhadap pajanan zat antibakteri. Struktur dan faktor
virulensi bakteri Salmonella typhi meliputi siderophore, enterotoksin,
endotoksin di lapis LPS, Antiphagochytic protein induced by oxyR, antigen
O, antigen H, antigen Vi, flagella, dan fimbrae.25 Berdasarkan hasil
klasifikasi oleh Balai Laboratorium Kesehatan Yogyakarta, bakteri
Salmonella typhi yang digunakan dalam penelitian ini memiliki antigen H
yang terdapat pada flagella dan berfungsi sebagai antifagositik. Flagel
yang dimiliki oleh bakteri Salmonella typhi memungkinkan bakteri memiliki
motilitas sehingga bakteri dapat menyebar dan memperbanyak diri dalam
lingkungannya.
KESIMPULAN DAN SARAN
Ekstrak etanol daun sirsak tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Salmonella typhi. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji
aktivitas antibakteri ekstrak daun sirsak dengan menggunakan pelarut
selain etanol 70% seperti metanol, n-heksana, etil asetat, dan kloroform.
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji aktivitas antibakteri
dengan menggunakan bagian lain dari tanaman sirsak seperti kulit buah,
kulit batang, dan biji sirsak. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap
uji efektifitas antibakteri ekstrak etanol daun sirsak secara in vivo.
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